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ヘモグロビンとの反応により生成される
新規フェノキサジン化合物の抗腫瘍効果
　　　　一その作用機序からの検討一
河　合　秀　彦
東京医科大学脳神経外科学教室
　（指導＝伊東　洋主任教授）
【要旨】　ヒトヘモグロビンと0一アミノフェノール誘導体との反応により，フェノキサジン化合物が生成さ
れる．このフェノキサジン化合物は，アクチノマイシンDの化学構造に近いことから，抗腫瘍効果が示唆
された．今回，我々は，ラットグリオーマ細胞，ラット扁平上皮癌細胞を用いて細胞障害試験をおこなった．
また，DNAインターカレーション検定，フローサイトメトリーを用いてこの化合物の作用機序を検討した．
その結果，マイトマイシンC（MMC）やアクチノマイシンDに類似した抗腫瘍効果を認めた．一方，イン
タ一国レーション検定では，インタ配賦レート薬剤としての反応はなかったが，フローサイトメトリー（以
下FCMと略）では，　G2－M2期，　G1期移行部での阻害作用が見られた．本化合物は水溶性で，脳腫瘍にお
いては血液脳関門（以下BBBと略）の存在があり薬剤通過性に問題がある．しかし，分子量約240の低分
子化合物であるため，今後のin　vivoによる実験や臨床研究に期待し得た．
はじめに
　アクチノマイシンD（以下Act．　Dと略）は強い
抗腫瘍作用を示す薬剤として知られる．本剤の作用
機序は，DNAを構成するヌクレオチドのうちグア
ニン塩基に結合し，さらにDNA　2重螺旋にinter－
calation（日本語で挿入の意）することにより，DNA
依存性RNAポリメラーゼの作用を阻害し，　RNA合
成を抑制すると考えられている1）．グアニン塩基に
結合するAct．　Dの分子としては，フェノキサジン
から左右対称に伸びるアミノ酸配列であると考えら
れており（図1），DNAにintercalationする部分は
Act．　Dのフェノキサジン分子であると考えられてい
る．友田ら2，3，　4，5・6）は，ヒトヘモグロビンと0一アミ
ノフェノールとの反応，あるいはヒトヘモグロビン
と0＿アミノフェノール誘導体（例えば，2一アミノ
ー4一メチルフェノール（以下AM－4と略），2一アミ
ノー5一メチルフェノール（以下AM－5と略）との反
応から新しいフェノキサジン化合物がin　vitroで生
成されることを証明した．例えばAM－4から合成
されるフェノキサジン化合物は3一アミノー1，4一α一
ジハイドロー4α，8一ジメチルー2H一フェノキサジン
ー2一オン（以下Phex－4と略）であり，AM－5から
合成されるフェノキサジン化合物は2一アミノー4，
4α一ジハイドロー4α，7一ジメチルー3H一フェノキサジ
ンー3一オン（以下Phex－5と略）であることが構i造
決定され，新しいフェノキサジン化合物であること
が明らかになった．これらのフェノキサジン化合物
はAct．　Dの主骨格であるフェノキサジンと構造的
に近似しているため，Act．　Dのように抗腫瘍作用を
示すか否かについては臨床上興味あるところであ
る．化学合成により合成されたフェノキサジン化合
物は水には溶解し難く，抗腫瘍作用をほとんど示さ
ないことが知られている．しかしながら，友田らが
ヒトヘモグロビンと0一アミノフェノールあるいは
その誘導体との反応で合成したフェノキサジン化合
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表1洗浄ヘモグロビンの調整法
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図1　アクチノマイシンDの化学構造：Act．　Dは図の下部
　　にあたるフェノキサジンの骨格，上部には左右対照に
　　メチルバリン，サルコシン，プロリン，D一バリン，
　　スレオニンなどのアミノ酸化合物が配列．
物は水溶性が高く2・　3・4・　5・6），化学合成により合成され
たフェノキサジンとは構造的に異なり，Act．　Dと同
様の抗腫瘍作用を示す可能性があった．
　一方，従来から脳腫瘍に用いる抗癌剤に関しては，
血液脳関門（blood　brain　barrier，以下BBBと略）
の存在と物質の通過に問題があり，臨床的には他臓
器のそれとは異なり選択範囲が著しく限定されてい
る．今回，ウシヘモグロビンとAM－4およびAM－5
のそれぞれを反応させると結果的には各々Phex－4
とPhex－5が合成されることが明らかになったが，
それらの化合物は分子量が約240と低分子量である
ことから，特有のBBB機構を通過することも可能
であると推察した．そこで，このフェノキサジン化
合物はラットグリオーマ培養細胞に対して強い抗腫
瘍作用を示すことを明らかにし，Phex－4および
Phex－5の抗腫瘍作用の機構を検討するため，ラッ
ト扁平上皮癌細胞（KB細胞）系を用いて研究を行
なった．さらにこのフェノキサジン化合物の脳腫瘍
への臨床的応用の可能性について考察を加えた．
研究材料と方法
A．実験材料および試薬
ウシ血液は芝浦臓器（東京）より，AM－4および
AM－5は東京化成（東京）より，メタノールは和光
純薬（東京）より購入し，CMセファデックス
C－50およびセファデックスLH－20はファルマシア
社（スウェーデン）より購入した．カナマイシン，
Act．　D，マイトマイシン（以下MMCと略）などの
薬剤は各々明治製菓，万有製薬，協和発酵社（東京）
からそれぞれ入手した．また，イーグルMEM培
地は日水製薬（東京）から，WST－1アッセイ用試
薬は同仁化学（熊本）から，トリス塩酸は和光純薬
（東京），ウシ血清アルブミンはアーマー社（米国）
から購入した．
　B．フェノキサジン化合物の合成とその精製
　ウシヘモグロビン溶液は表1の如く，2Lクエン
酸添加ウシ血液に0．9％塩化ナトリウム溶液を加え
て，数回遠心洗浄を繰り返し（8，000×g，1分），
洗浄赤血球を得た．この赤血球に6倍容量の蒸留水
を添加して溶血を行い，さらに8，000×gで20分遠
心して上清を回収した．この上清にはヘモグロビン
が大量に含まれているので，これをヘモグロビン溶
液とした．（表1）
　ウシヘモグロビン溶液に約5グラムのAM－4あ
るいはAM－5を含む水溶液を添加し摂子37度に
て，7日間インキュベートを行なった．この間に起
る反応はAM－4およびAM－5について各々図2－a，
bに示した．すなわち，AM－4あるいはAM－5は
ヘモグロビンのメトヘモグロビンへの酸化と共に一一
旦キノイミン型に酸化され，この化合物がさらにも
とのAM－4あるいはAM－5と縮合してフェノキサ
ジン化合物となる．AM－4から生成されるフェノキ
サジン化合物（正式名：3一アミノー1，4一α一ジハイ
ドロー4α，8一ジメチルー2H一フェノキサジンー2一オン）
をPhex－4，　AM－5から生成されるフェノキサジン
化合物（正式名：2一アミノー4，4α一ジハイド
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図2－b　2－amino－4，4a－dihydro－4a，7－dimethyl－3H－phenoxiazin－3－one（Phex－5）（C）の生成する過程．
　　　2一アミノー5一メチルフェノール（AM－5）（A）とヘモグロビンの酸化作用によってquinoimine
　　　（B）をへてPhex－5（C）を生成する．
ロー4α，7一ジメチルー3H一フェノキサジンー3一オン）
をPhex－5として以下記載した．
　このようにして得られるPhex－4およびPhex－5
は表2に示した方法でウシヘモグロビンとの反応で
生成させ，さらにセファデックスLH－20充填カラ
ムで精製を行なった．精製されたPhex－4，　Phex－5
の純度は，これらの化合物の吸光度スペクトルから
濃度検定を行ない2・3），純度100％であった．この
Phex－4，　Phex－5を以下の実験に用いた．なお，
Phex－4およびPhex－5の分子量は242であった．
　C．腫瘍細胞の培養
　細胞培養に用いた培養液は，10％小牛血清，L一
グルタミンを含むイーグル培地にゲンタシン（60
mg／ml），カナマイシン　（80　mg／ml）を添加したも
のである．但し，WST－1アッセイ　（Assay）法8）
を行なうにあたって用いたイー・一一Lグル培地はフェノー
ルレッドによる吸光度測定の障害を除くために，フ
表22一アミノー5一メチルフェノールの酸化物の抽出法
2一アミノー5一メチルフェノール（AM－5）
　　　　（あるいは2一アミノー4一メチルフェノール：
　　　AM－4）　（5g）
　・
　・
濾液
　・
0．2N塩酸溶液に溶解
濾紙にて濾過し不溶物を除去
0．2N水酸化ナトリウム溶液で中和
中和濾液
↓　ウシヘモグロビン溶液（2L）へ添加
反応液
・
上清
・
37。Cにて7日間インキュベーションをおこなう
遠心除去（不溶性沈殿物除去）
CM　Sephadex　C50カラム（予め10　mMリン
酸緩衝液にて，pH　6．2に調整）カラムへ通過
させる
ヘモグロビンはこのカラムに吸収される
濾液（茶褐色化合物）
　↓　Sephadex　LH－20カラム（予め，50％メタノ
　　　ール溶液で膨潤）に通す
精製フェノキサジン（Phex）化合物
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エノールレッド無添加のものを使用した．
　C6ラットグリオーマ腫瘍細胞（1×106個／mm2，
培養液中）は37。C，5％CO2環境下にて培養し，ラ
ット扁平上皮癌細胞（KB細胞）についても同様な
条件下にて培養した．培養液には予めPhex－4あ
るいはPhex－5をそれぞれの実験にあわせて添加
し，比較のためAct．　D，　MMCなどの抗癌剤も添加
した．これらの実験の対照としては以上の試薬無添
加の培養液を用いた．なお，合成したPhex－4およ
びPhex－5を培養液に添加するにあたり，微量のエ
タノールで十分に溶解させたのち培養液で目的の濃
度まで希釈して，ミリポアーフィルター（Millipore
社，米国）で濾：過滅菌した．
　D．Phex－4画面びPhex－5の腫瘍細胞増殖抑制
　　　効果の検討
　　ラットC6グリオーマ細胞はPhex－4および
Phex－5（1μg／ml）を含む（あるいは無添加）の培
養液中で培養した．C6グリオーマ細胞は，培養開
始日に1×106／mm2個になるように培養液に浮遊さ
せた．24時間後，0．1％トリプシンと0．02％EDTA
の混合液で培養フラスコ底面に生着したこれらの細
胞を分散浮遊させた．この浮遊液から，マイクロピ
ペットにて数マイクロリットル取出し，0．3％トリ
パンブルーで染色を行い，さらにBttrker－TUrk型
計算板で細胞のカウントを行なった．細胞培養は7
日間行い，培養液中の細胞数を計算板で計測した．
細胞数の経時的変化を増殖曲線として表し，本フェ
ノキサジン化合物やその他の薬剤を含む場合と薬剤
無添加の対照とを比較した．
　ヒト類上皮癌細胞株であるKB細胞は10％小牛
血清，ペニシリン（10単位／ml），ストレプトマイ
シン（100μg／ml）を含むDullbeccoの修正イーグ
ル培地で，5％CO2環境下で培養を行なった．　KB
細胞は104個／60mmプレートになるように加え，
最終濃度50μMのPhex－5存在下あるいは非存在下
で培養を開始した．細胞数はCoulterカウンターで
計測した．
　E．WST－1アッセイ（Assay）法7・8）による細胞
　　障害試験
　細胞障害試験は，WST－1アッセイ法7・　8）を用いて
検討した．すなわち，6×104個／mlのC6グリオー
マ細胞懸濁液を96ウエル型マイクロプレ・一・トに50
μ1つつ添加し，37。C，5％CO2環境下にて2日間培
養を行なった．この細胞懸濁液にPhex－4あるいは
Phex－5を50μ1添加するが，この場合最終薬剤濃度
が10μg／ml，1μg／ml，0．1μg／ml，0．01μg／mlおよ
び0．OOI　pag／mlと濃度の異なるプレートを各々設定
した．さらに，試薬A（WST－1；16．3　mg，
HEPES；20　nm，　pH　7．4凍乾品）および溶液B
（1－Methoxy　PMS；0．2　mM，赤色水溶液；5ml）を
50m1の培養液に溶解し，マイクロピペットで10μ1
取って各プレートに滴下し，CO2インキュベーター
で2時間呈色反応を行なった．反応後，プレートリ
ーダー（マイクロプレートリーダーMPR4Ai；東ソ
ー社，東京）の測定波長を450nm，対照波長を
650nmとしてこれらの波長における吸光度比を測
定して生存細胞数とした．対照実験（薬剤無添加）
で得られた吸光度比に対する各種抗腫瘍剤（Phex－
4など）存在下で得られた吸光度比が50％になる
ような薬剤濃度を致死濃度とした．
　F．Phex－5の1）NAへのインターカレーション
　　の検定
　Phex－5がDNAヘインターカレートするかどう
かを検定するために，トポイソメラーゼ1の系を用
いて検討した10・11，20）．反応混合液は50mMトリス
塩酸緩衝液（20μ1，pH　8．0），100　mM塩化ナトリ
ウム，0．6μgウシ血清アルブミン，0．5mMジチオ
スレイトール，0．2mMEDTA，10％グリセロール，
relax型コリシンEI　DNA（0．3μg），2単位トポイ
ソメラーゼ1と種々の濃度のPhex＿5からなる．こ
れらの試薬を15分間反応させた後，4μ1の10％ソ
ディウムドデシル硫酸（sodium　Dodecyl　Sulfate：
SDSと略）を加えて反応を停止させた．そこで，
フェノール，クロロフォルム，イソアミルアルコv一一一
ルの混合液（50：49：1）で除蛋白操作を行い，上
清を15μ1取って，0．1％プロムフェノールブルー
および50％グリセロールを含む溶液と混合した．
その試料を0．8％アガロースゲルにのせ，トリス酢
酸緩衝液中で電気泳動を行なった11）．電気泳動終了
後にゲルをエチレンブロマイドで染色したのち紫外
線を照射して，インターカレーションの程度を検討
した．
　G．フローサイトメトリー（：FCM）による
　　Phex－5の細胞周期への効果分析
　Phex－5の細胞周期（S期，　G期など）に対する
効果を検討するために，ヒト類上皮癌細胞である
KB細胞を用いた．
　50μM濃度のPhex－5存在下でKB細胞（1×106
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個／140mmプレート）を24時間培養した．この場
合，培養開始後0時間，3時間，9時間，24時間に
KB細胞浮遊液を採取し，トリプシンで処理したの
ち，遠心分離により細胞を回収した．リン酸緩衝液
で細胞を洗浄したのち，70％エタノールで37。Cに
て30分間，細胞固定を行い，リン酸緩衝液でさら
に洗浄した．この細胞にリン酸緩衝液に溶かしたり
ボヌクレアーゼA（1mg／ml）を加え37。Cにて20
分処理を行った．リン酸緩衝液で細胞を再度洗浄し，
50μgのヨードプロピジウムを含む1％クエン酸ナ
トリウム溶液を加え摂氏4度で染色した．フローサ
イトメトリーによるDNA含量の分析はLysis　IIプ
ログラムによるFACスキャン（Becton－Dickinson
社，米国）を用いた．
結 果
　図3は1μg／ml濃度のPhex－4を含む培地でのラ
ットC6グリオーマ細胞の経時的増殖と，　Phex－4
を含まない培地（対照）でのラットC6グリオーマ
細胞の経時的増殖とを比較したものである．その結
果，対照のPhex－4非存在下ではラットC6グリオ
ーマ細胞は経時的に増殖し，とくに第3日目から第
6日目まで急速に増殖し，第6日目でほぼプラトー
に至った．一方，Phex－4存在下ではラットC6グ
リオーマ細胞の増殖は抑制され，第6日目以降はほ
とんど死滅した．Phex－5についても同様な結果を
得た．なお，0．1μg／ml濃度のPhex－4および
Phex－5の添加では，対照と比べて明らかな細胞増
殖の抑制は見られなかった．
　次にPhex－4およびPhex－5のラットC6グリオ
ーマに対する細胞障害試験をWST－1アッセイを用
い行った（図4）．この場合，作用機序が類似する
対照抗腫瘍剤としてAct．　DおよびMMCの効果も
併せて検討した．その結果，Act．　D存在下では0．1
μg／ml濃度でラットC6グリオーマの細胞毒性はほ
ぼ100％見られた．また，Phex－4あるいはPhex－5
存在下では1μg／ml濃度でほぼ100％の細胞毒性が
みられたが，この濃度でMMCも同様な効果を示
した．C6グリオーマに対する50％致死量は
Phex－4とPhex－5では0．41μg／ml，　MMCでは0．51
μg／ml，　Act．　Dでは0．03μg／mlであり，いつれも強
い細胞毒性を示した．
　ヒト類表皮癌細胞であるKB細胞に対する
Phex－5の抗腫瘍作用を検討した（図5）．その結果，
50μM濃度（＝12μg／ml）のPhex－5存在下では3
日間の培養で細胞はほとんど死滅した．しかしなが
ら，25μM（＝6μg／m1）のPhex－5存在下では
Phex－5非存在下の対照に比べて細胞増殖は抑えら
れたが，著しい効果はなかった．
　Act．　Dの抗腫瘍作用および細胞毒性は核内の
DNAに対してインターカレーションすることによ
り引き起こされることが良く知られている．
Phex－4およびPhex－5はAct．　Dの骨格に相当する
フェノキサジンとほぼ化学構造が近似していること
200
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図3Phex－4（10μ／ml）を投与したC6グリ魚尾マ細胞培地と無投与のC6グリオーマ細胞培地で比較
　　した成長曲線．1×106個から始めて細胞数の変化を経時的（10日間）観察．明かな増殖抑制を
　　認める．Phex－5もほとんど変わらない結果である．
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図4WST－1　assay法による細胞障害試験の結果．縦軸が対照吸光度に対する検体吸光度の割合（％）．
　　横軸は試薬濃度の対数値．吸光度比50％の試薬濃度を比較すると，Phex－4，　Phex－5で0．41
　　μg／ml，　MMCでは，0．51μg／ml，　Act．　Dでは0．03μg／m1であった．
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表3DNAインターカレーション検定の実験原理
インターカレート　　インターカレート
　　　　試薬　　　試薬
　　　　　／　　　　i
（一）スーパーコイル
　DNA
→弛緩型→
■レDNA　〈■
（＋）スーパーコイル
　DNA
O．1
　　　　　T　　　　T
トポイソメラーゼ1　　トポイソメラーゼ1
　　　　O．Ol
　　　　　　　O　　1　　2　　3
　　　　　　　　　　　Time（days）
図5　Phex－5を投与したラット扁平上皮癌細胞（KB細胞）
　　の成長曲線．1×！04個からはじめて3日間細胞数をカ
　　ウント．●は，25μMのPhex－5，▲は50μMの
　　Phex－5，0は対照，無投与培地の成長曲線．
から，同様にDNAにインターカレーションして上
記のような細胞毒性を示している可能性がある．こ
の仮定を検討するために，表3を原理とする実験を
行った．この実験の原理（表3）はトポイソメラー
ゼ1によるDNAの弛緩化がインターカレート試薬
で阻害されることにある10・11・20）．すなわち，DNA
の構造は（一）スーパーコイルDNA（＝negative
supercoil　DNA，左巻き），弛緩型DNA（＝relaxed
DNA，ほぐれた形），および（＋）スーパーコイル
DNA（positive　supercoil　DNA，右巻き）に分けら
れる．トポイソメラーゼ1は（一）スーパーコイル
DNAおよび（＋）スーパーコイルDNAを弛緩型
DNAに構造を変化させる酵素である．また，　DNA
インターカレート試薬（例えばm－AMSAやAct．　D）
は（一）スーパーコイルDNAを弛緩型DNAに，
またこの弛緩型DNAをさらに（＋）スーパーコイ
ルDNAにまで変換する作用がある．そこで，いま
弛緩型DNAにインターカレート試薬を加えると
DNAの構造は（＋）スーパーコイルDNAに変化す
る．しかし，ここにトポイソメラーゼ1を加えると
酵素の作用により（＋）スーパーコイルDNAは弛
緩型DNAまで戻る．このような系からインターカ
レート試薬およびトポイソメラーゼ1を除くと，弛
緩型DNAは（一）スーパーコイルDNAまで自動
的に変化する．ところが，弛緩型DNAにインター
カレート試薬を作用させない場合はこのDNAは弛
緩型DNAのままである．弛緩型DNAと（一）
（6）
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図6Phex－5のDNAへのインターカレーション検定．レ
　　ーン2から8はm－AMSA（9一アクリジニルアミノーメ
　　タンスルフォンーm一アニシジド）を0　（レーン2），25
　　μM（レーン3），125μM（レーン4），500μM（レー
　　ン5）の濃度で添加したものと，Phex－5を25μM
　　（レーン6），125μM（レーン7），500μM（レーン8）
　　の濃度で添加したものとトポイソメラーゼ1を処理し
　　た場合の弛緩型DNAの変化を調べたもの．レーン9，
　　10は，トポイソメラーゼ1なしで500μMm－AMSA
　　（レーン9），500μMPhex－5（レーン10）を加えて弛
　　丸型DNAの変化を調べたもの．レーン11（F1）は
　　（一）スーパーコイルDNAレーン1（FII）は，弛緩型
　　DNAの電気泳動上のバンドを示す．
スーパーコイルDNAはアが羅臼スゲル電気泳動で
分離することが可能である．そこでDNAのこのよ
うな構造的性質を利用して図6に示す実験をおこな
った．
　図6は典型的なインターカレート試薬であるm－
AMSA（9一アクリジニルアミノーメタンスルフォン
ーm一アニシジド）を種々の濃度で添加し，トポイソ
メラーゼ1を処理した場合の弛緩型DNAの（一）
スーパーコイルDNAへの変換を調べたものである
（図のレーン1から5まで）．500μM濃度のm－
AMSA存在下（レーン5）では弛緩型DNAは（一）
スーパー一一・コイルDNA（図中ではF1）へ転換して
いるのがわかる．一方，500μM濃度のPhex－5存
在下（レーン8）では，弛緩型DNAは（一）スー
パーコイルDNAへは変換しない．レーン1（F2）
は弛緩型DNAの，レーン11（F1）は（一）スーパ
ーコイルDNAの電気泳動上のバンドを示す．これ
らの結果はPhex－5はDNAにはインターカレート
していないことを示している．
　先の図3，4，5に示したように，Phex－4および
Phex－5などのフェノキサジン化合物が癌細胞の増
殖に強い抑制作用を示すことから，Phex－5を用い
てフェノキサジン化合物がKB細胞の細胞周期
（G1期，　S期，　M期，　G2期）のどの時期に強く影
響するかを検討した12・13）．図7はフローサイトメト
リーによる各細胞周期の細胞をDNA含量で3つ
（G1期，　S期およびM－G2期，図中では各々II，　III，
IVに対応）に分け（横軸がDNA含量であり，M－
G2期になるほどDNA含量は多くなる），それらの
周期の細胞数を縦軸にとった．0時間に示したフロ
ーサイトメトリーのパターンはPhex－5などの試薬
が存在しない場合では24時間後でも変化がない．
一方，Phex－5を添加した培養開始3時間後の細胞
には，大きな変化はないが，9時間後にはS期と
G2－M期細胞が上昇している．このことは，
Phex－5はG2－M期からG1期への移行を部分的に
阻害することを示唆している9）．また，S期におけ
るDNAの合成がPhex－5により部分的に抑制され
ていることは3H一チミジンのKB細胞への取込が減
少していることからも示された．しかしながら，24
時間後では，G1期の細胞は大きく減少し，　S期と
G2一一M期の細胞も減少した．これは24時間後には
Phex－5存在下でかなりの細胞が死滅したことと一
致する．
　これらの結果を図8にまとめると，G1期のKB
細胞はPhex－5処理後に50％から減少が始まり，
24時間後には30％まで減少した．S期細胞および
G2－M期細胞はPhex－5処理9時間後までに上昇し
たが，24時間後には減少した．また，DNA含量が
極端に減少した細胞（＝死滅している細胞）は24
時間後に50％まで増加していた．
考 察
　ウシヘモグロビンとの反応で合成されるフェノキ
サジン化合物は本研究でPhex－4（＝3一アミノー1，
4一α一ジハイドロー4α，8一ジメチルー2H一フェノキサジ
ンー2一オン）およびPhex－5（＝2一アミノー4，4α一
ジハイドロー4α，7一ジメチルー3H一フェノキサジンー3一
オン）であることが明らかとなった．これらの化合
物は，強力な抗腫瘍作用をもちながら副作用が著し
いため実験的にのみ使用されるAct．　D（図1）の骨
格構造と同一のフェノキサジンとは近縁の化合物で
ある．すなわち，Act．　Dはフェノキサジンの骨格構
造に加えて，さらに左右対照にメチルバリン，サル
コシン，プロリン，D一バリン，スレオニンなどの
アミノ酸化合物が配列している．このアミノ酸配列
の部分でDNAのグアニン塩基に結合し，フェノキ
サジン構造でDNAの2重螺旋に入り込む，いわゆ
るインタ詳略レーションすると考えられ，このこと
はX線解析でも明らかになっている1）．Act．　Dは
DNAにインターカレーションすることによりDNA
（7）
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図8　Phe）←5投与下におけるG1期（○），　S期（□），　G2－M期（△）各細胞周期の時間経過による細
　　胞数割合の変化であり，またDNA含量の変化（●）との関係を表す．フロサイトメトリーの結
　　果よりプロットした．
依存性RNAポリメラーゼ活性を抑制しRNAの合
成を減少させることで，細胞毒性や抗腫瘍作用を示
す．新規フェノキサジン化合物であるPhex－4およ
びPhex－5もAct．　D同様に抗腫瘍作用を示す可能性
があるが，Act．　Dや化学合成法により合成されたフ
ェノキサジン化合物と異なり水溶性が比較的高
い2，3，4・5・6）ことから，その作用と作用機序もそれらと
は異なっていることが考えられる．本橋ら19）の報
告によると化学合成法により合成された種々のフェ
ノキサジン化合物には抗腫瘍作用はほとんどない．
しかし，本研究によりウシヘモグロビンとの反応で
合成されたPhex－4およびPhex－5にはMMCに匹
敵するほどの強い抗腫瘍作用と癌細胞に対する細胞
致死作用があることを証明した．このことは，
Phex－4およびPhex－5はAct．　Dと同様にDNAの2
重ラセンにインターカレーションして抗腫瘍作用を
（8）
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示すものと推定させる．そこで，Phex－5がDNA
にインターカレーションしているか否かを検討した
ところ，予想に反して，本実験ではPhex－5は，イン
ターカレーションしていないという結果が得られ
た．このことは，Act．　Dよりアミノ酸部分を切断す
るとインターカレーション出来ない状態になること
を示唆している20）．では，どのような機構で
Phex－4やPhex－5のようなフェノキサジン化合物
は抗腫瘍作用を示したのであろうか．本実験で明ら
かになったことは，Phex－5はKB腫瘍細胞の細胞
分裂期において，S期のDNA合成を部分的に阻害
し，G2－M期からG1期への移行を部分的に阻害し
たということである．このようにPhex－5は強力で
はないが，KB細胞の細胞分裂を部分的に阻害する
ことにより，増殖が盛んな癌細胞に不利な条件を作
るものと考えられる．しかしながら，Phex－5が癌
細胞増殖のどの部分に作用しているか（例えば，
DNA依存性RNAポリメラーゼを含む種々のDNA
に関わる酵素に対して阻害作用があるかどう
か12，13））については，今後の研究を待たなければな
らない．
　次に，Phex－4やPhex－5などのフェノキサジン
化合物の臨床的応用を考えた場合，脳腫瘍はこれま
で化学療法の選択が限られており，投与法も血管内
投与がほとんどである．一般に脳と血管の間には血
液脳関門（Blood　brain　barrier，　BBB）が存在し，こ
のBBBを通過する薬剤が脳腫瘍への効果をもたら
す．そのような薬剤として，低分子であることが必
要であり，また脂溶性化合物のほうがBBBを良く
通過することから，ニトロソウレア系の脂溶性抗癌
剤が使用されてきた18）．また，BBBを通過する薬
剤でも，腫瘍内分布は，その薬剤の分配率係数（＝
脂質と水への親和性の比）と腫瘍内の血流量に依存
し，抗癌剤の分配率係数が0．37に近づくほど腫瘍
内到達性は良いとされる．現在では悪性脳腫瘍であ
るグリオーマに対し，ACNUやBCNUなどがの化
学療法剤として利用され，放射線との併用で効果を
得ている14，15・16・17）．本論文で示したウシヘモグロビ
ン溶液により生成されたPhex－4やPhex－5などの
フェノキサジン化合物は，比較的水溶性良好で，分
子量が約240と低分子であることから，BBBを通
過して抗腫瘍作用を示すかどうかは極めて重要であ
る．今後，in　vivoの実験を行う場合に考慮してお
く必要があると思われる．本研究でPhex－4や
Phex－5などのフェノキサジン化合物は脳腫瘍由来
であるラットC6グリオーマ細胞に強い抗腫瘍作用
を示した．これらの化合物は大量に容易に精製回収
されることから，今後in　vitroおよびin　vivoの研究
に役立つことが考えられる．
　Hortonら21）は，フェノキサジン化合物の一種で
あるN一置換フェノキサジンがビンプラスチンの細
胞内への集積を上昇したことを報告した．また，多
剤耐性を得たヒト腫瘍細胞へのビンカアルカドイド
の集積がフェノキサジンの誘導体の存在下で高まる
ということが近年報告された22）．Phex－4やPhex－5
などの水溶性フェノキサジン化合物にも，多剤耐性
を得た腫瘍細胞に対する抗癌剤の集積を促進する作
用を期待したい．
結 論
　1．ウシヘモグロビンとの反応によりAM－4およ
びAM－5から合成される新規フェノキサジン化合
物，Phex－4およびPhex－5を用いて脳腫瘍由来の
グリオーマ細胞に対する抗腫瘍作用を検討した．そ
の結果，これらのフェノキサジン化合物はグリオー
マ細胞の増殖をつよく抑制することが明らかになっ
た．
　2．Phex－4およびPhex－5の抗腫瘍作用のメカニ
ズムについて，ラットKB細胞を用いて，　Phex－5
の抗腫瘍作用，細胞周期への影響，インターカレー
ションの有無などを検討した．その結果，Phex－5
はKB細胞の増殖をつよく抑えるが，細胞周期の
G2－M期からG1期への移行を部分的に抑制し，ま
たS期におけるDNA合成を部分的に阻害している
ことが明らかになった．しかしながら，Phex－5は
DNAの2重ラセンにはインターカレートはしない
ことが示され，アクチノマイシンDとは異なる作
用機構を示唆した．
　3．Phex－4およびPhex－5は比較的水溶性が高く，
脳血管関門（BBB）の通過は難しいことが推測さ
れる．しかし，これらの化合物は低分子であること
を考慮すると，in　vivoの実験を重ねることにより
BBBの通過と脳腫瘍への効果が明らかになるであ
ろう．
　本論文の要旨の一部は，第35回日本神経学会
（1994年福岡）及び第55回日本脳神経外科学会総
会（1996年富山）に於いて発表した．
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Anti－tumoral　effects　of　a　new　phenoxazin　compound　formed
　　　　　　　　　　　　　　　　by　reaction　with　hemoglobin
Hidehiko　KAWAI
Department　of　Neurosurgery，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Hiroshi　ITO）
　A　new　phenoxazin　compound，　formed　by　reaction　with　human　hemoglobin　and　O－aminophenol　deriv－
ative，　was　similar　in　chemical　structure　to　actinomycin　D，　and　it　was　suggested　to　have　anti－tumoral
effects．　We　performed　a　cytotoxic　assay　using　a　rat　glioma　cell　line，　a　rat　epidermoid　cancer　c’ell　line，
and　examined　the　action　mechanism　using　DNA　intercalation　assay　and　flow　cytometry．　The　tumor
growth　inhibitory　effect　was　at　least　as　good　as　that　of　mitomycin　C　and　actinomycin　D　in　these
cell　lines．　On　the　other　hand，　the　DNA　intercalation　assay　did　not　indicate　it　to　be　an　intercalated
medicine，　but　inhibitory　action　in　G2－M　period　and　Gl　period　was　found　on　flow　cytometry．　The
blood　brain　barrier　may　limit　the　effectiveness　of　this　water－soluble　compound　but　in　vivo　and　clinical
experiments　may　show　the　effectiveness　of　this　low　（240）　molecular　weight　compound．
〈Key　words＞　Phenoxazin　compound，　Anticancer　drug，　Brain　tumor，　Action　mechanism
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